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G°Ioui a r° n S 5 abll i sante P«>»r compositions d ' immunoglobulins 
SOUS forme Icicle et sous forme lyophilisee 



L- invention concerne une formulation stabilisante, 
pharmaceutiquement acceptable, pour la stabilisation et la 
conservation de compositions d' immunoglobulines G (IgG) soit 
sous forme liquide, soit sous forme lyophilisee. 
5 De nombreuses pathologies par exemple d'origine 

autoimmune sent actuellement traitees par des concentres 
d'lgG ce qui a engendre une situation de penurie en Europe 
et aux Etats Unis d'Amerique au cours de ces dernieres 
annees . 

0 II y a, a cet effet, un besoin grandissant de produire 

des concentres d'lgG, habituellement conditionnes a des pH 
aexdes et injectables par voie intraveineuse, a partir par 
exemple de plasmas humains. Avec 1'essor de ces besoins en 
IgG, la stabilisation de ces concentres d'lgG injectables 

5 par voie intraveineuse (IgGIV) en vue de leur utilisation 
therapeutique et de leur conservation soit sous forme 
lxquxde, soit sous forme lyophilisee, revet un caractere 
f ondamental . 

A cet egard, on sait qu'il est necessaire de stabiliser 
0 les IgGIV pour eviter notamment la formation d'agregats 
(olxgomeres et polymeres) susceptibles d'activer le systeme 
du complement avec des risques associes de reactions 
anaphylactiques. Par ailleurs, la presence de dimeres dans 
les IgGIV a ete correlee a des baisses de pression 
5 arterxelle in vivo (Bleeker W.K. et al, Blood, 95, 2000 p 
1856-1861). D'autres degradations physicochimiques peuvent 
egalement intervenir au cours de la conservation des IgG 
comme, entre autres, l'oxydation et l'hydrolyse. 

^ stabilisation des formes lyophilisees ou liquides des 
0 IgG necessite done Wjout de composes, classiquement 
choxsxs parmi les sucres et les acides amines, afin 
d-obtenxr non seulement des compositions d'lgG non degradees 
appropriees a un usage therapeutique mais egalement des 
composxtions d'lgG presentant une stabilite accrue au 
stockage. 

La stabilisation des formes lyophilisees de compositions 
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protexniques et notamment d'IgG, par l'ajout de stabilises 
specifiques, a fait l-objet de tres nombreuses etudes 
Celles citees dans les publications scientif iques de M 
Pxkal, "Freeze-Drying of Proteins ,. Part 2 : Population 
Selection" , Biopharm. 3(9); pp. 26-30 (1990) et de Arakawa et 
al, Pharm. Res., 1991, 8(3), p. 285-291, montrent que 
1 'an out d'un excipient dans des compositions proteiniques 
avant lyophilisation, augmente la stabilite au cours de la 
lyophilisation et/ou la stabilite du produit lyophilise lors 
du stockage. Parmi ces stabilisants, certains sont toutefois 
connus comme etant des agents precipitants de proteines 
superxeures a environ 100 kDa . Ainsi, 1 ■ utilisation de 
polyethyleneglycol (PEG) 3000-6000 est rhedibitoire dans la 
Phase de congelation en vue de la lyophilisation de 
compositions proteiniques correspondantes . Osterberg et al 
(Pharm. Res. ,1997, 14(7), p. 892-892) ont montre 
1 effxcacxte d'un melange d-histidine, de saccharose, d-un 
tensxoactif non ionique et de chlorure de sodium pour la 
stabilisation des formes lyophilisees du facteur VIII 

recombinant et l'aiout de» ppp « • ^ = . 

J c ae PEG n en a pas ameliore la 

stabxlite. En outre, Quo et al (Biomacromol . , 2002, 3(4) p 
846-849) precisent que la lyophilisation de la peroxydase de 
raxfort en presence de PEG, ne permet pas d'en conserver la 
structure native. La presence de PEG ne parait done pas 
souhai table. 

Des compositions d'IgGIV lyophilisees sont disponibles 
dans le commerce, par exemple sous les noms de marques 
Polygamy (American Red Cross), Gammar IV™ (Armour 
Pharmaceutxcal Company) et Venoglobulin™! (Alpha) contenant 
comme stabilisants du glucose a 2%, du saccharose a 5% et du 
D-mannitol a 2% respectivement . 

La demande de brevet international WO 97/04801 decrit 
I'effet de stabilisation de formulations d'anticorps 
monoclonaux lyophilises (de type immmunoglobu lines G et E) 
comprenant des excipients specifiques. Parmi ces excipients, 
la combxnaison glycine/mannitol n • est pas retenue pour 
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defaut d'efficacite au regard d'autres combinaisons telles 
que saccharose/glycine et saccharose/mannitol . 

On constate, toutefois, que des stabilisants appropries 
aux formes lyophilisees des IgGIV peuvent etre totalement 
5 inefficaces pour des compositions d 1 IgGIV liquides. 

Ainsi, les compositions d' IgGIV liquides, disponibles 
dans le commerce, comprennent des stabilisants specifiques 
differents de ceux utilises pour la forme lyophilisee 
correspondence. A titre d'exemple, les compositions liquides 
10 d' IgGIV contenant comme stabilisants du maltose a 10%, de la 
glycine de 0,16 a 0,24 M et du D-sorbitol a 5% sont 
respectivement connues sous les horns de marque Gamimune N™, 
Gamimune N™ 10% (Miles Inc.) et Venoglobulin™ (Alpha). 

La nature differente des composes utilises pour la 
stabilisation des compositions d'IgG sous forme liquide et 
sous forme lyophilisee, a amene certains auteurs a 
rechercher des stabilisants ou melanges de stabilisants 
identiques permettant de conserver les compositions d'IgG 
sous les deux formes a la fois. A cet egard, des etudes 
recentes ont porte sur la stabilisation de compositions 
d' IgGIV, Vigam-S et Vigam Liquid (noms de marques de 
National Blood Authority, Angleterre) liquides et apres 
lyophilisation (Vigam-S) comprenant un melange identique de 
stabilisants a savoir 1 • albumine et le saccharose (K. 
25 Chidwick et al, Vox Sanguinis, 77, 204-209, 1999). 
Toutefois, la solution Vigam Liquid est conditionnee a un pH 
acide (pH 5) ce qui presente 1 ' inconvenient de transformer, 
par hydrolyse, le saccharose en sucres reducteurs (fructose 
et glucose) qui se condensent avec les residus amines de la 
lysine des IgG et de 1 • albumine pour donner une base de 
Schiff instable evoluant en des produits de Maillard 
(brunissement de la solution). II n'est bien entendu pas 
satisfaisant d'utiliser des excipients qui evoluent au cours 
de la conservation des IgG car la maxtrise de la reaction 
3 5 n'est pas possible, une fois celle-ci initiee. 

Par ailleurs, certains des stabilisants cites 
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precedemment, comme le maltose ou le saccharose, ne peuvent 
etre utilises sans risques chez des sujets presentant des 
msuffisances renales et/ou souffrant de diabete. 

Afin de pallier les inconvenients precedents, la 
Demanderesse s'est attachee a la mise au point d'une 
formulation stabilisante unique, pharmaceutiquement 
acceptable, repondant a 1'objectif d'assurer la 
stabilisation des deux formes de conservation envisagees des 
IgG a la fois et de conserver, voire ameliorer, l'efficacite 
therapeutique de ces IgG. 

Une telle formulation stabilisante presente notamment 
l'avantage de ne necessiter la mise en oeuvre que d'une 
seule formulation ce qui facilite le contr61e des matieres 
premieres et entraine une reduction des couts de fabrication 
associes a des simplifications des schemas de production. 

A cet effet, partant du constat que des sucres et des 
acides amines sont utilises comme s tabilisants , la 
Demanderesse a montre, sur la base d'essais preliminaires , 
que certains d'entre eux apportaient a des compositions 
d'IgG liquides des proprietes protectrices contre les 
denaturations thermique et par agitation provoquees mais 
avec des resultats variables quant a la nature du sucre et 
de 1'acide amine choisis et que, en outre, les effets de 
stabilisation d • un melange, par exemple de deux 
constituants, ne pouvaient etre deduits de 1 • effet de 
stabilisation obtenu par , chaque constituant pris 
xndividuellement. De plus, parmi les sucres essayes 
certains d'entre eux n'etaient pas stables a des pH acides 
correspondant au milieu de conditionnement optimal des 
compositions d'IgG liquides. 

Par ailleurs, les stabilisants retenus apres les essais 
preliminaires ne permettaient pas de minimiser 1 ' instability 
des compositions d'IgG liquides face a 1 ' oxydation 
provoquee. La Demanderesse a alors ajoute un detergent non 
xonxque tel que le Tween®80 ou le Triton® X 100 et obtenu 
des resultats satisf aisants . 
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L' invention concerne done une formulation stabilisante 
pour compositions d' immunoglobulines G, caracterisee en ce 
qu'elle comprend un sucre alcoolique, la glycine et un 
detergent non ionique, pour etre ainsi appropriee a la 
stabilisation de compositions d - immunoglobulines G sous 
forme lxquide et sous forme lyophilisee. 

La formulation stabilisante selon 1 • invention peut 
comprendre, outre un sucre alcoolique, la glycine et un 
detergent non ionique, au moins un autre additif Get 
additif peut aussi bien representer un compose choisi parmi 
les differentes categories de stabilisants classiquement 
utxlxses dans le domaine technique de 1- invention, tels que 
les tensioactifs, les sucres et les acides amines, qu'un 
excxpient ajoute a la formulation afin d'en ajuster, par 
exemple, le pH, la force ionique etc. 

De preference, la formulation selon 1 • invention est 
constitute desdits sucre alcoolique, glycine et detergent 
non ionique. Une telle formulation stabilisante 
exclusivement constitute de ces trois composes selon 
1 invention, presente 1'avantage d'offrir une stabilisation 
conjointe des compositions d ■ IgG lyophilisees et non 
lyophilisees, et une reduction des durees et des coats de 
preparation a 1 • echelle industrielle grace a la presence 
d'un nombre minimal efficace de stabilisants. 

Dans le cadre de 1- invention, les compositions d'IgG 
lxquxdes signifient aussi bien des solutions aqueuses de 
concentres d'IgG polyclonals , directement obtenues par 
fractionnement de plasma humain, que celles reconstitutes 
dans un milieu aqueux approprit apres lyophilisation des 
precedentes . Le milieu aqueux de reconstitution represente 
de 1-eau pour preparation injectable (eau PPI) pouvant 
contenxr des excipients pharmaceutiquement acceptables et 
compatibles avec les IgG. Ces compositions d'IgG peuvent 
-suite subir des etapes specifics 
d xnactxvatxon/elimination de virus. De preference, les 
methodes de fractionnement du plasma represented celles 
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decrites par Cohn efc al (J. Am. Chem. Soc, 68, 459, 1946), 
Kistler et al . (Vox Sang., 7, 1962, 414-424), Steinbuch efc 
al (Rev. Franc. Et. Clin, et Biol., XIV, 1054, 1969) et dans 
la demande de brevet WO 94/9334. 

Parmi les sucres envisages, les sucres alcooliques ont 
ete choisis par la Demanderesse sur des criteres de 
stabilite a des pH acides de condi tionnement des 
compositions d'IgG, ce qui evite des reactions de Maillard 
sur les immunoglobulines G, de compatibility pharmaceutique 
et sur des criteres relatifs a leur action stabilisante 
uniquement de compositions liquides d'IgG ou bien de celles 
lyophilisees. En effet, on a observe qu'un sucre alcoolique 
donne utilise comme seul stabilisant ne pouvait correspondre 
qu'a une forme liquide. 

Parmi les sucres alcooliques, ceux utilises de 
preference selon 1 ' invention represented le mannitol, l e 
sorbitol ou leurs isomeres et, de fagon la plus preferee', le 
mannitol . 

La glycine, presente dans la formulation stabilisante de 
1' invention, est connue pour etre appropriee a la 
stabilisation de compositions d'IgG mais sous forme liquide 
uniquement . 

^ L'addition d'un detergent non ionique a, par synergie, 
ameliore, de fagon surprenante, 1 ' effet protecteur de la 
formulation. Les detergents non ioniques appropries sont 
avantageusement choisis dans le groupe constitue par le 
Tween®80 (polyoxyethylenesorbi tanne-monobleate ) , l e 
Tween®20 (polyoxyethylenesorbi tanne-monolaurate ) ', le 
Triton® X 100 (octoxinol 10) et le Pluronic®F 6 8 
(polyethylenepolypropylene glycols) . De preference, le 
Tween®80 et le Triton® X100 ont ete utilises. 

Les concentrations de ces composes seront choisies par 
l'homme du metier de fagon a obtenir 1- effet de 
stabilisation voulu des compositions d'IgG lyophilisees et 
non lyophilisees. 

De preference, les concentrations en mannitol sont 
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comprises entre 30 g/1 et 50 g/1, celles du detergent, entre 
20 et 50 ppm, et celles de la glycine, entre 7 g/1 et 10 
g/1 . 

L ' invention concerne egalement les compositions d'IgG 
sous forme liquide et/ou sous forme lyophilisee comprenant 
la formulation stabilisante de 1' invention, pouvant en outre 
etre a usage therapeutique et notamment injec tables par voie 
xntraveineuse. Ces compositions d'IgG, sous forme liquide 
et/ou sous forme lyophilisee, grace a la presence de la 
formulation stabilisante de !• invention, presentent un taux 
de dimeres inferieur a 7%, apres un stockage durant une 
periode de 24 mois a 4°C. On observe que le stockage des 
compositions d'IgG sous forme liquide pendant 6 mois a 
temperature ambiante, engendre un taux de polymeres bien en- 
dega des normes fixees par la Pharmacopee Europeenne (3%) 
scat inferieur a environ 0,3%. Les compositions d'IgG sous 
forme lyophilisee presentent un taux de polymere environ 10 
fois inferieur a celui tolere, apres leur stockage pendant 
12 mois a temperature ambiante ou pendant 6 mois a 40°C. 
0 L' invention concerne en outre 1 ' utilisation d'une 

formulation stabilisante selon 1' invention, pour la 
stabilisation de compositions d ' immunoglobulines G sous 
forme liquide directement obtenues par f ractionnement de 
Plasma humain, sous forme lyophilisee et de celles obtenues 
apres reconstitution dans un milieu aqueux approprie des 
formes lyophilisees . 

Les exemples suivants illustrent 1 • invention sans 

toutefois en limiter la portee, en reference a la figure 1 

qux represents un trace des variations de la pression 

0 arterielle chez des rats en fonction du temps, apres 

ejection de differentes compositions d ' immunoglobulines G 
ci-dessus . 
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Exemple 1 : Elaboration de la formulation stabilisante. 

On utilise comme composition d'IgG, un concentre obtenu 
selon la methqde developpee par la Demanderesse dans la 
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demande de brevet Internationale WO 02/092632. Ce concentre 
contenant environ 50 g/1 d-lgG, est ajuste a un p H compris 
entre 4, 6 et 4, 8 et est soumis a un traitement thermique de 
2 heures a 56°C pour eliminer des impuretes thermolabiles 

A ce concentre d'lgG, on ajoute le mannitol, l a glycine 
et le Tween®80 ou le Triton® X100, seuls ou en melange 
(solutions test) dans les concentrations precisees au 
Tableau 1. 



0 Tableau 1 : Caracteristiques des solutions test 




> 



0 : Absence du compose considere 

1 : Presence du compose consider^ 

Les solutions test sent ensuite soumises-a differents 
essais de stress thermique, d'agitation et d'oxydation afin 
de determiner leur degre de denaturation par 1 • observation 
de la presence eventuelle de residus (particules, agregats) 

Le stress thermique est effectue selon la publication de 
P. Fernandes et al, Vox Sanguinis, 1980,39, p. 101-112 En 
resume, des echantillons de 5 ml de solution test sent 
Places dans des f lacons en verre serti de 10 ml et sont ■ 
ensuite chauffes au bain-marie a 57°C pendant 4 heures 
L- influence du chauffage sur les solutions test est 
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determine par mesure de la difference de turbidite apres et 
avant le stress thermique. Plus les valeurs de turbidite 
mesurees sent faibles plus les solutions d-lgG sont stables 
face au stress therndque applique. 

decrir/ SSa ' S ^ StrSSS d '^ itati - -oat effectues comme 
decrxt dans la publication de H. Levins et al, Journal of 
Parental Scxence * technology, „ 91 . vol . 45< ^ § p 1( . Q _ 
165 Axnsx, on place des echantillons de 5 ml de solution 
test dans des tubes en verre serti de 10 ml proteges de la 
luinxere, puis chaque tube est mis en position couchee sur un 

L g il a tiT r T VlbraX <*™ nt - c he2 Pisher 

Scxentxfxc, Prance ) , et est ensuite agite a 150 tours par 

minute pendant 18 neures a temperature ambiante. Les 

resultats du stress d - agitation sont determines par 

comparison des aspects visuels des solutions test avant et 

apres le stress applique, a cet effet, on definit une 

echelle de valeurs arbitraires suivantes : 

0,25 : solution limpide avec une ou deux particules en 
suspension ; 

0,50 : solution limpide avec quelques fines particules 
en suspension ; 

0.75 : solution limpide avec m peu plus de partloules 
en suspension que pour celle 4 0,50 ; 

2,0 : aspeot visuel legerement modifie avec plus de 
^3 particules en suspension ; 

5,0 = nombreux filame„ ts ou particules en suspension ; 

cojii: particules pius 9rosses " 

de sIT"", d ' OXYdati ° n r6alls4 SUr ^hantillons 

de 5 -a de solution test places dans des £ lacons en verre de 

air >, SUrfaCe ^ llqUide eSt mise en Presence d'une 
atmosphere riche en oxygene <o 2 > 21%, pendant 3 a 4 s 

Apres bouchage et agitation des f lacons, ceux-ci sont 
res IT, T 3 ™ ten *>«^e de 5«C pendant 15 minutes. Les 
resultats sont determines par comparison des aspects 
visuels des solutions test avant et apres le stress 
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d'oxydation applique. Les resultats peuvent etre chiffres 
selon une echelle de valeurs identique a celle def inie pour 
le stress d' agitation. 

Les differents resultats de mesure obtenus apres 
1' application des differents stress precedents, sont 
presentes dans le Tableau 2. 

Tableau 2 



Solution 
test 


Turbidite 
(NTU* ) 


Avant 
stress 


Apres stress 
d" aaitation 


Apres stress 
d ' oxvdation 


A 


0,73 


0,5 


5,0 


2,0 


B 


0,21 


0,5 


3,5 


2,0 


C 


0,63 


0,5 


0,5 


3.5 


D 


0,42 


0,25 


10,0 


2,0 


E ! 


0,84 


0,5 


1,25 


1,25 


F 


0,36 


0,5 


1,25 


2,0 


G 


0,45 


0,25 


0,75 


0.5 


H 


0,16 


0,25 


0,5 


1,25 


I 


0,41 


0,25 


0,5 


0,75 


J 


0,39 


0,25 


0,5 


1,25 
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Les resultats obtenus montrent tout d'abord que l'ajout 
d'un seul stabilisant a une solution de concentre d'IgG 

(solutions B, C, E, F) , par rapport a la solution temoin A 
ne comportant pas de stabilisant, permet d'ameliorer la 
protection contre deux des trois stress appliques. Par 
ailleurs, la presence conjointe de mannitol et de glycine 

(solution D) n'est pas souhai table, les resultats du stress 
d' agitation etant nettement inferieurs a ceux obtenus avec 
le mannitol et la glycine seuls (solutions B ou C) ou meme 
par rapport a la solution temoin A. Ce resultat indique 
1' importance du choix des constituants pour 1 • elaboration de 
la formulation stabilisante selon 1- invention qui ne peut, 
par consequent, etre deduit seulement des effets des 
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stabilisants pris individuellement . En revanche, les essais 
menes sur les solutions test montrent que les formulations 
specifiques des stabilisants consideres I et J offrent une 
protection tres satisf aisante centre la denaturation liee 
aux trois stress appliques par rapport a la solution temoin 
A ne comportant pas de stabilisant. Les solutions test G et 
H contenant les formulations stabilisantes qui ne sont pas 
selon 1' invention, donnent toutefois egalement des resultats 
satisf aisants a ce stade. 

Exemole 2 

. Afin de determiner d'une facon quantitative le taux de 
polymeres et notamment de dimeres presents dans les 
solutions test G, H, 1 et J ayant subi le stress d' agitation 
selon 1'Exemple 1, celles-ci sont soumises a une 
chromatographie d' exclusion sterique selon le mode 
operatoire decrit dans la Methode de la Pharmacopee 
Europeenne (Pharmacopee Europeenne, quatrieme edition, chap 
"immunoglobuline humaine normale pour administration par 
voie intraveineuse" , Methode 2.2.29). 

Le tableau 3 presente les pourcentages de dimeres et 
polymeres obtenus. 



25 



Tableau ^ 



Solution test 


Dimeres (%) 


Polymeres (%) 


G 


5.90 


3.30 


H 


7,11 1 


3.37 


I 


4.98 


2,17 


J 


3.50 


1. 80 



30 



Les pourcentages les plus faibles de polymeres sont 
obtenus avec les solutions test I et J. Ces resultats 
confxrment que les formulations specifiques des stabilisants 
consideres I et J offrent une protection tres satisf aisante 
centre la denaturation liee au stress d- agitation applique 
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tel que deer it dans I'Exemple 1. 

Apres selection des formules I et J, seule la solution 
test J est retenue pour 1 • exemple qui suit, car elle 
contient un detergent non ionique pharmaceutiquement 
5 acceptable, a savoir le Tween®80. 

Exemole 3 

La solution J sous forme liquide (denommee ci-apres "IgG 
liquides") est soumise a des essais de stabilite en fonction 
de la duree de stockage dans des conditions usuelles de 
temperature (4°C> . On precede a des essais identiques pour 
la solution J lyophilisee (duree de lyophilisation de 45 ± 3 
h), denommee ci-apres - lg G lyophilisees - . Ces essais de 
stabilite sent effectues sur les solutions J liquides 
reconstitutes le cas echeant avec de 1 • eau pour preparation 
injectable. lis consistent en le suivi sur une periode de 
temps de 24 mois, de 1 ■ evolution des quatre parametres 
defmis ci-apres, dont trois sont determines en reference 
aux methodes indiquees dans la Pharmacopee Europeenne 
quatrieme edition, chap. Immunoglobulin humaine normale 
pour administration par voie intraveineuse" : 

(a) Evolution du taux de dimeres determine par 
chromatographie d'exclusion sterique (Methode 2.2.29), 

(b) Evolution de l'activite anticomplementaire (Methode 
25 2.6.17), et 

(c) Evolution du titre d'anticorps specif iques centre le 
virus de 1- hepatite B, anti HBs (Methode 2.7.1)-. 

Le quatrieme parametre (d) definit 1 • evolution des taux 
d'IgG3 par un dosage nephelemetrique connu par l'homme du 
metier, en presence d'anti IgG3 specif iques (DADE-Behring - 
kit anti IgG3) . 

Les mesures sont effectuees respectivement apres une 
periode de stockage de 12 mois et de 24 mois suivant la 
preparation de la solution J liquide (t 0 ) . 

Les resultats de mesures obtenus pour chaque essai sont 
presentes dans les Tableaux qui suivent et les valeurs 
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donnees represented les valeurs moyennes de trois essais. 
(a) Taux de rii meres ■ Tablaan A 





to (%) 


tl2 mois (%) 


t24 mois (%) 


IcrG licpaides 


3,2 ±0 


5,0 ±1,0 


5,5 ±1,1 


IgG lyophi Usees 


3,2 ±0 


3,5 ±0,7 


5,0 ±1,0 



L' augmentation du taux de dimeres au cours du temps de 
stockage reste dans les limites de la precision des essais 
et n'est pas suffisamment significative pour que 1 ■ on puisse 
constater une degradation quantitative des compositions 
considerees . ~ 

(b) Activite aTitironml^^i-^ i re . rp aK1oai , g 





to (%) 


tl2 mois (%) 


t24 mois (%) 


IaG licruides 


35 ±0 


30 ±6 


28 ± 5 


IgG lyophi Usees 


31 ± 0 


31 +4 


31+7 



On observe une legere baisse de 1- activite 
antxcomplementaire pour les compositions d - IgG liquides 
tandxs celle relative aux IgG lyophilisees n ■ evolue pas 
Cette diminution n'a pas de signification clinigue, seule 
une augmentation de cette activite serait defavorable en 
termes d' utilisation. 

(C) Dosage anM HBs Tableau fi 





t 0 (Ul/ml) 


tl2 mois 
(Ul/ml) 


t24 mois 
(Ul/ml) 


IcrG licruides 


12, 0 ±0 


11,5 ±2,5 


11,0 ± 2,0 


IcrG lyophilisees 


10,0 ±0 


10,0 ±2,2 


10,5 ± 2,4 



la conpositxon d -190 liquides, on „■ observe aucune variation 
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importante notamment pour les IgG lyophilisees . 
(d) Taux d'Tcrn? . T ab1 e>a„ n 





1 t 0 (g/1) 


tl2 mois (g/1) 


fc 24 moif? (g/1) 


IoG liauides 


1.1 


1,0 ±0,2 


1,1 ±0,1 


IgG lvophilis^es 


1.1 


0,9 ±0,1 


1,1 ±0,1 



1 0 



15 



20 



5 



0 



d.i^ e \Tf ti0nS ° bServ6eS s'inscrivent dans la marge 
d xncertxtude des valeurs des taux d'lgGS. Elles ne sent 
done pas signif icatives . 

Les quatre parametres analyses ci-dessus demontrent que 

ILI 0 ™ T ^ ^ Pr ' SSnte inVention -t particulierement 
approprxee a la stabilisation de compositions d'lgG soit 
sous forme liquide, soit sous forme lyophilisee pendant 24 
moxs a une temperature de 4°C sans evolution notable de 
celles-cx, qui traduirait, dans le cas contraire, une 
degradation du produit et ainsi ne permettrait pas leur 
utilisation clinique. 

Exemple 4 

on utilise co« composition d^IgG, cells definie 4 
1 exemple 1. a ce concentre d'lgG, on ajoute du mannitol. de 
la glyexne et du Tween®80 selon des concentrations 
respective* -de 32 g/1, 7 g/1 et 50 ppm . La solutlon r 

forme l lgui de ainsi obtenue (denommee ci-apres . Ig0 

deTs T'- "V souralse 4 des essais de stabili " - **«ti« 

de la duree de stockage a 4°c, a temperature ambiante et a 
40 C On precede a des essais identigues pour la solution k 
lyopnrlisee <duree de l y opnilisation de « ± 3h , oenommee 

effect " l9G i ly ° philis ^-- Ces essais de stability sent 
effectues sur les solutions K liguides. reconstitutes le cas 
echeant avec de 1'eau pour preparation injectable Us 
consistent en le suivi sur une periode de temps de 12 mois, 

L 7 . 10n ^ taUX dS determine par 

chromatography exclusion sterigue en reference a la 
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methode 2.2.29 indiquee dans la Pharmacopee Europeenne 
precisee a 1 ■ exemple 3. Selon les normes fixees par la 
Pharmacopee Europeenne, le seuil maximal tolere est de 3%. 

Les mesures sent effectuees respectivement apres une 
periode de stockage de 3 , 6 et 12 mois suivant la 
preparation de la solution K liquide (t 0 ) . 

Les resultats de mesures obtenus pour chaque essai, aux 
trois temperature de stockage ci-dessus, sont respectivement 
presentes dans les Tableaux 8, 9 et 10 qui suivent, et les 
valeurs donnees represented les valeurs moyennes de trois 
essais . 



Tableau 3 



T : 4°C 


t 0 (%) 


t3 mois (%) 


ts mois (%) 


fc i2 mois (%) 


IgG 
liquides 


0, 057±0, 003 


0, 02±0, 005 


0,2 ±0,03 




IgG 

lyophilisees 


0,23±0,05 


0,2±0,08 


0,23±0,09 


! 0,18±0,07 


Tableau 9 






T : ambiante 


to (%) 


t3 mois (%) 


t6 mois (%) 


ti2 mois (%) 


IgG 
liouides 


0, 057+0, 003 


0,02±0,01 


0,19 ±0,03 




IgG 

lyophilisees 


0,23±0,05 


0,24±0, 08 


0,20±0,1 


0,20±0, 01 


Tableau in 






T : 40°C 


to (%) 


t3 mois (%) 


_ t6 mois ( % ) 


tl2 main (%) 


IgG 
liouides 


0, 057±0, 003 


1,20±0,08 


6,23 ±0,03 




IgG 

lyophilisees 


0,47+0,3 


0,55±0,1 


0,20±0,1 
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La duree de stockage des IgG liquides est de 3 mois a 
40°C. Au terme des 6 mois de stockage ce celles-ci a 4°c et 
a temperature ambiante, le taux de polymer es observe est 
bien en-deca des normes fixees par la Pharmacopee 
5 Europeenne. Pour les IgG lyophilisee, le stockage pendant 12 
mois a 4°C et a temperature ambiante engendre un taux de 
polymere 10 fois inferieur a celui tolere. On observe le 
meme taux apres un stockage de 6 mois a 40°C. 

1 0 Exemole 5 

Cet exemple est destine a confirmer que les solutions de 
1' invention, presentant un taux de dimeres inferieur a 7% 
n'induisent pas d'effets hypotenseurs apres leur injection 
m vivo. Selon Bleeker W.K. et al (Blood, 95, 200, p. 1856- 
1861), les dimeres d • immunoglobuline G ont des proprietes 
hypotensives in vivo d'autant plus importantes que leur 
teneur dans 1 • echantillon d'IgG a injecter est elevee. Le 
traitement de maladies auto-immunes necessitant 1' injection 
de doses massives d'IgG, pent done presenter des risques 
chez des patients souffrant d' hypotension si la teneur des 
dimeres d'IgG n'est pas contr61ee. 

L'objectif des etudes presentees dans cet exemple est 
d'evaluer et- de comparer les effets hemodynamiques de deux 

solutions d'IgG sous form© i j nil j j m 

a ouua J-orme -Liquides , representant 

respectivement une solution d'IgG classique (Solution T - 

IgG : 50 g/1 ; saccharose : 100 g/1 . NaC l : 3 g/1, pH • 

6,5) presentant un taux de dimeres de 11,50% et la solution 

K de 1' exemple precedent presentant un taux de dimeres de 

6,3%, sur des rats anesthesies prepares. 
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Mode o pera to i-rta 

Des rats males adultes Sprague-Dawley (IFFA-Credo • 
France) de 180-200 g sent anesthesies par une injection de 
intraperitoneal de pentobarbital (Sanofi - France) a raison 
de 60 mg/kg. Le rat anesthesie est allonge sur le dos sur un 
matelas thermostate a 37°C. Un catheter place dans la 
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carotide, relie a un capteur de pression et a un 
enregistreur classiques, permet de mesurer en continu la 
pression arterielle. Une canule tracheale permet de degager 
les voies respiratoires . Les injections intraveineuses d'IgG 
(solutions K et T) sont effectuees via un catheter place 
dans la veine jugulaire de 1' animal, a raison de 2,66 ml/120 
min. 

On mesure les variations de la pression arterielle (mm 
Hg) de trois groupes de 6 rats chacun, en fonction du temps: 

- un groupe contr61e, recevant du serum physiologique, 

- un groupe traite, recevant la solution T a raison de 
0,65 g/kg, et 

- un groupe traite, recevant la solution K a raison de 
0,65 g/kg. 

15 Les experiences debutent par une phase prealable de 

stabilisation de 20 min. L ' enregistrement en continu de la 
pression arterielle debute a t 0 -10 min. (t 0 = injection) . 

Les resultats de ces etudes sont deduits du trace de la 
Figure 1, dans laquelle chaque point du trace represente une 

2 0 valeur moyenne, avec 1 • ecart type, de 6 experiences. 
L 1 analyse statistique est realisee par une analyse de la 
variance suivie d'un test de Scheffe connu de 1 • home du 
metier. 

Ces resultats montrent que les valeurs de la pression 

2 5 arterielle, prealablement a 1' injection des IgG, sont 

stables et comparables dans les trois groupes de rats. A 
t 0 +10 min, on observe une chute de la pression arterielle 
qui atteint son minimum a environ t 0 + 15 min a une . valeur 
inferieure de 50% a la valeur initiale avant injection 
(passant d' environ 100 mm Hg a environ 50 mm Hg) , suivie 
d'un retour progressif vers des valeurs initiales de la 
pression atteintes 50 a 60 minutes apres le debut de 
1 ' inj ection. 

3 5 Exemole fi 

Cet exemple est destine a verifier que la solution J 
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sous forme liquide contribue a la diminution de la viscosite 
sanguine, par rapport a des solutions comprenant des 
proteines et des excipients dif f erents . A ce titre, deux 
essais de sedimentation de globules rouges par pesanteur ont 
ete effectues selon des methodes connues de l'homme du 
metier, a temperature ambiante et a T = 37°c. 

Mode opera ho i -r^ 

Des globules rouges humains de groupe 0+ en presence 
d'une solution anticoagulante de citrate trisodique 0,2 M 
(1/9, v/v), sont laves trois fois par une solution saline de 
PBS de concentration habituelle, p H 7,4. On prepare des 
solutions aqueuses de proteines dans des excipients 
dxfferents, dont la solution J qui est ajustee en NaCl 0 15 
M et a pH 7. Les proteines et les excipients, ainsi que leur 
concentrations respectives, sont indiques au Tableau 11 On 
preleve 4,5 ml de chacune des solutions proteiniques que 
1 ' on place dans un tube gradue en verre de 10 ml . A chaque 
solution, on ajoute ensuite 0,5 ml de globules rouges laves. 
Les melanges ainsi obtenus sont homogeneises par 3-4 
retournements des tubes bouches . A la fin de 
l'homogeneisation, les tubes sont mis au repos sur un 
presentoir et on mesure le temps necessaire a 1' apparition 
d-une ligne de decantation nette des globules rouges 
tangente au menisque limpide, traduisant la vitesse de 
sedimentation. Les resultats des essais a la temperature 
ambiante figurent au Tableau 11. 
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Proteine (s) 


Solution 


Temps de 
sedimentation 

au men i s que 
(min . ) 


Remarque 


- 


PBS 


22, 70 


Temoin (sans 
proteine) 


Albumine 
(5%) 


NaCl : 2 g/1 


35, 90 


Proteine 
oncotique 


Plasma 
humain 


NaCl : 2 g/1 
Citrate trisodique : 
0,02 M 


28, 42 


Toutes les 
proteines 
presentes 


IgG (50 g/1) 


Saccharose : 100 g/1 
NaCl : 3 g/1 


31,25 


Formulation de 
1 'art 
anterieur 


Solution J 


+ NaCl : 0,15 M 


9, 25 


Formulation de 
1 * invention 


Fibrinogene 
(15 g/1) 


Arginine : 40 g/1 
Citrate trisodique : 
2,5 g/1 
Lysine : 2 g/1 


12, 60 


Presence 
d' agglutinats 



Les resultats obtenus montrent que les globules rouges 
consideres, en presence d • IgG de la solution J de 
1- invention, sedimentent le plus rapidement, ce qui est 
conforme a une diminution de la viscosite du melange etudie, 
permettant ainsi une meilleure fluidite du sang. 

D'autres essais sont menes en considerant les melanges 
cx-dessus (4,5 ml de solutions proteiniques et 0,5 ml de 
globules rouges laves) places dans des tubes gradues en 
verre de 10 ml et homogeneises par 3-4 retournements des 
tubes. Une fois cette operation achevee, ceux-ci sont places 
de facon que leur contenu sedimente pendant un laps de temps 
de 1 heure selon un angle de 45°, a une temperature de 37°C 
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et on mesure le volume de sumageant pour les melanges 
considered. Les resultats des essais a T = 37°C figurent au 
Tableau 12 . 



5 Tableau 12 : Ea«*i 8 a <r = 



Prot6ine ( s ) 


Solution 


Volume de sumageant 
apres 1 heure (ml) 




PBS 


2,5 


Albumine (5%) 


NaCl : 2 a/1 


2.5 


Plasma humain 


NaCl : 2 g/1 
Citrate trisodique : 
0,02 M 


4 


IgG (50 g/1) 


Saccharose : 100 g/1 
NaCl : 3 g/1 


1* 


Solution J 

* 


+ NaCl : 0.15 M 


2^5 
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L ' analyse des resultats du Tableau 12 montre que : 

- le volume de sumageant pour le melange de plasma 
etant le plus important des melanges etudies, celui-ci 
presente done la viscosite correspondante la plus faible ; 

- les melanges d' albumine et de solution J ' de 
1- invention presentent une vitesse de sedimentation 
identique (meme volume de sumageant) ; 

- le melange d'IgG de 1-art anterieur, e'est-a-dire 
celui comprenant du saccharose et du NaCl, conduit au volume 
de sumageant le moins important, ce qui signifie que les 
globules rouges sedimentent plus lentement que dans le 
melange J de 1' invention, ainsi que dans les autres melanges 
etudies ci-dessus, le sumageant etant en outre de teinte 
rosee du fait de son hemolyse discrete. 
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Revendications 



1. Formulation stabilisante pour compositions 
d' immunoglobulins G, caracterisee en ce qu'elle comprend un 
sucre alcoolique, la glycine et un detergent non ionique, 
pour etre ainsi appropriee a la stabilisation de 
compositions d' immunoglobulines G sous forme liquide et sous 
forme lyophilisee. 

2. Formulation selon la revendication 1, constitute 
desdits sucre alcoolique, glycine et detergent non ionique. 

3. Formulation selon l'une des revendications 1 et 2 , 
caracterisee en ce que le sucre alcoolique est le mannitol. ' 

4. Formulation selon la revendication 3, caracterisee en 
ce que la concentration de mannitol est comprise entre 30 
g/1 et 50 g/1. 

5. Formulation selon l'une quelconque des revendications 
1 a 4, caracterisee en ce que la concentration de glycine 
est comprise entre 7 g/1 et 10 g/1. 

^ 6. Formulation selon l'une quelconque des revendications 
1 a 5, caracterisee en ce que la concentration de detergent 
non ionique est comprise entre 20 et 50 ppm. 

7. Composition d • immunoglobulines G sous forme liquide, 
comprenant la formulation stabilisante selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 6. 

8. Composition d ' immunoglobulines G sous forme 
lyophilisee, comprenant la formulation stabilisante selon 
l'une quelconque des revendications 1 a 6. 

9. Composition d • immunoglobulines G selon la 
revendication 7, caracterisee en ce qu'elle presente un taux 
de polymeres inferieur a 0,3% apres un stockage de 6 mois a 
temperature ambiante. 

10. Composition d • immunoglobulines G selon la 
revendication 8, caracterisee en ce qu'elle presente un taux 
de polymeres inferieur a 0,3% apres un stockage de 12 mois a 
temperature ambiante ou de 6 mois a 40°C. 

11. Composition d ' immunoglobulines G selon l'une 
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quelconque des revendi cations 7 a 10, caractirisee en ce 
qu'elle presente un taux de dimeres inferieur a 7% apres un 
stockage durant une periode de 24 mois a 4°C. 

12. Utilisation d-une formulation stabilisante selon 
l'une quelconque des revendications 1 a 6, pour la 
stabilisation de compositions d • immunoglobulines 6 sous 
forme liquide directement obtenues par f ractionnement de 
plasma humain. 

13. Utilisation d'une formulation stabilisante selon 
l'une quelconque des revendications 1 a 6, pour la 
stabilisation de compositions d • immunoglobulines G sous 
forme lyophilisee. 

14. Utilisation d'une formulation stabilisante selon 
l'une quelconque des revendications 1 a 6, pour la 
stabilisation de compositions d ■ immunoglobulines G sous 
forme liquide obtenues par reconstitution dans un milieu 
aqueux approprie de compositions d ' immunoglobulines G sous 
forme lyophilisee. 
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